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He ad a ctiv ato rくH AIの 中枢神経細胞 に 対す る成長促進効果を検討す るた め に ニ ワ トリ胚脳細胞を
用い て pr e c urs o r uptake， CyClic n u cle otide sの 変化け y－a min obutyric a cidくG A B Al濃度， G A B A結合
能 を invitr o，in viv oで検討 した． 培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞に お い て H A は 10
－ 1 OM で仁3Hjthymid ine ，
C3Hju ridin e お よ び亡3Hjle u cin eの 取 り込 み を促進 し， 中で も仁
3Hjthymidin eの 取り 込 みは H A添加後 4
時間よ り増加 して 8時間で添加時の 200％ に達 し その 促進効果 は 14時間まで持続 した． これ に 対 し B A の
合成ア ナ ロ グで あ る くArgl ，P he5トhe ad a ctiv ato rくA H Al は10
－ 9 M で 亡3Hjthymidin eの 取り込 み を添
加後6時間よ り抑制し 14時間 ま で 持続 した ． 同様の 抑制 は 亡
3Hju ridin eおよ び 亡3Hjleu cin eの 取 り込 み




－ m O n Opho sphate くcA M Pl は H A添加後 4時間よ り増加 しは じめ ，
6時間 で 前借 の 170％に 達し たが ， A 王1 A添加で は適 に著明 に低下 し た． 次 に ニ ワ トリ胚脳細胞 を用しYた
in viv oの 実験系 に お い て ， 10
－ 10M の H A を胎生5 日 ない し 7 日 に卵黄嚢中に 注入 し12 日目に 採取 した





m o n opho sphate くcG MPlも各々 対照群 の 200％以 上 ， 120％以上 に 増加 した． ま た 10
－ 1 OM H A を胎生 7
日卵黄嚢中に 注入 し 12 日に採取 し た脳 に お い て ， そ の シ ナ プ トソ ー ム 分画に お ける G A B A結合能は対照
群の 200％以上 に 増加 し， さ らに G A BA 含量も増力ロ傾向が認め られ た ． 以上 よ り， H A は 10
－ 1 0M で培養
ニ ワ トリ胚脳細胞 の D N A， R N A お よ び蛋白合成を促進し， in viv oに お い て も脳発育の初期に 作用 して
D N A合成 を促進 し， さら に G A B Aニ ュ ー ロ ン の 成熟に も 関与す る 可能性が考え られ た． また ， CA M P が
in vitr oお よ びin vivo に お い て神経細胞 の 発育制禦因子 と して作用 す る可能性が 示唆さ れ た．
Key w ords he ad activ ator， くArgl， P he51－he ad a ctiv ator， pr e CurS Or uptake，
CyClic n u cle otides， y－a min obutyric a cid
He ad a ctiv atorくH Al は 1973年 Schalle rら1りこよ
り ヒ ド ラか ら 分離 さjLた 分 子 量 1，124， pGlu －Pr o－
Pr o－Gly． Gly－Ser－Lys－Val－Ile ひLe u－P he の ア ミ ノ酸 配
列を有す るポ リ ペ プ タイ ドで ， その 後イ ソ ギ ン チ ャ ク
やラ ッ ト， 牛， ブタ さ ら に は ヒ トの 視床下部や腸管 に
も広く存在 して い る こ と が 明 らか に された． 2卜 4Iさ ら に
最近で は ヒ ト 血 祭中に 20へ 100 fm olノmlの 濃度 で 存
在して い る こ と が報告さ れ た引 が ， ヒ ドラ に お い て は
頭部発育を促進 し問質細胞 を神経細胞 に 分化誘導す る
作用が認めら れ たり も の の ， 晴乳動物 で はin vitr oで
ラ ッ ト膵臓か ら の ア ミ ラ ー ゼ分泌 を促進す る作用 が 報
告6Iされ て い る だ けで あ り， H Aの 生理的役割， 特 に 中
枢神経系に お ける作用 は全 く解明さ れ て い な い ． そ こ
で著者は， 中枢神経系に 対す る H Aの 生理 的作用 を研
究 する た め に ニ ワ トリ胚脳細胞 を用い in vitro お よび
in viv oの 系に お い て D N A． R N A． 蛋白合成， CyClic
n u cle otide sの 経 時的変 化， y－ ア ミ ノ プ チ ル 酸 y－
a min obutyric a cidくG AB Al 結合能お よ び G A B A含




im Yitr oの 実験系
Abbr eviatio ns こA H A，くArgl ， P he5トhe ad a ctiv ator三 CA M P， ade n osin e3， ，5， 一 m O n Opho spatei





． m onophosphate三 F C S，fetalcalfs er u m三 G A B A， y－a min obutyric a cidニ
HA， head a ctiv ator三 M E M， m Odified Eagles m ediu mi P B S， phosphate buffer s alin e
642 梶
1 ． 培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 の調整
胎生 12 日ニ ワ トリ胚よ り脳 を取 り出 し， ピペ ッ トを
用い て脳細胞 を細分 した ． 細胞 分離後直 ちに 10％ ウ シ
胎 児 血 清 くFetal Calf Se r u m， F C SH Gibc o
Labo r ato rie s， Gr a nd Isla nd， N Yl を含 む Modified
EaglesMediu m くM EMl ほ 水製薬12ml に 5 XlO
5
細胞 を浮遊 し， 35m m 径の Falc o n pla stic c ultu re
dishくF alco nPla stic s， Lo sAngels， CAl に て 培養を
お こ な っ た ． 培養は 3rC， 95％ air － 5 ％ C O2 下で お
こ な い ， 培地 は培養3 日目に 交換 して ， 他 の血 清因子
の影響 を最小限に す る た めに 培養 4 日目に 無血清培地
に 再交換 し， さ ら に 16時間培養後 F C S を含む培地 に
交換 し て H Aあ る い は そ の 合 成 ア ナ ロ グ 仏rgl，
Phe5l－ H AくA H Al く北陸大学生物薬品化学科橋本忠博
士， 佐倉直樹博士 よ り供与う を添加 して 各々 の 作用 を
検討 した ． な お， 細胞 の生存率 は 0．2％ トリ バ ン プル ー
を用い て 検討 した が， 常時90％以上 の 生存率 を 示 し
た ．
2 ． 亡3Hコthymidin e， 亡3Hju ridin eお よ び 亡3Hコ
Ieu cin eの取 り込 み の測定
培地に 10－ 12 － 10－ 9 M 王i Aあ る い は 10
－ 1 2 － 10．8 M
AH Aを添加 し て経時的に くM ethyl l－ 3Hlthymidin e
く2．O CiJ
I
m m ol， Ne w Engla nd n u cle ar Corp． Bo sto n，
M AI， く5－ 3印 uridin eく30 Cilm m ol， Am e r sha ml
Se ale Co rp． Arlingto nHeights，IU ある い は D L－く4，
5－ 3HIle u cin eく32 Cilm m ol， Am ersha mJ
ISe ale Co rp．
Arlington Heights， I Ll を 最終濃度 が 1 ml あ た り
0．25ある い は0．5ノ尤i とな る よ うに 添加 した． 1時間
培 養後， 直 ち に 培 養細胞 を 水 冷 リ ン 酸緩 衝 液
くPho sphate buffe r s al ine， P B S1 3 mlで 3 回洗浄 し
て培養皿 よ り 1ml の P B S中に 細胞 を浮遊 させ ， 超音
波 に て 細胞融解 を お こ な っ た ． そ の う ち 200直 は
Lo wry法7りこよ る 蛋白定量 に 使 用 し， 残 り は 2．4c m
W hatm an G FIC ガ ラス フ ィ ル タ ー くポ アサ イ ズ 1．2
JLlくWhatm a nPaperLtd． M aidsto n e，Engla ndl で吸
引濾過 し， フ ィ ル タ ー を脱 イ オ ン 水 5 ml で 3 回洗浄
後， シ ン テ レ 一 夕 ー くトル エ ン IL， P O P O P 50mg，
D P O 4g1 5ml を加 え放射活性 を1iquids cintilatio n
Spe CtrOphoto m eterくBe ckm a n In str u m e nts， Palo
Alto， C Al に て 測定 し た． 取 り込 み率 は Cpmlmg．
protein で表現 した．




－ m O n Opho sphate








1 0M の H A を添加あるい は無添加で培養 し， 4，
6お よび 8時間日に お け る細胞内 cA M P濃度 の変化
を検討 した． さ ら に培養6時間目に 10
． 10 M の H Aあ
る い は 10
－ 9 M の A H A添加 に よ る 細胞 内 cAM P お
よ び cG M P濃度の 変化 を検討 した． 細胞 は 0．02％エ
チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 くE D T Al を 含む 0．1％トリ プ
シ ン で遊離させ ， 水冷 P B Sに て 3 回洗浄後，1 mlの 水
冷 P B S中 に 細胞 を浮遊 さ せ 超音波破搾 を お こ な っ
た ． そ のう ち 20声1を Lo w ry 法
7りこよ る蛋白定量に用
い ， 残り は cA M P あ るい は cG M P キッ ト くヤ マ サ醤
油l に て cA M P あるい は cGM Pの 測定に 用 い た．
工I ． in YiY O の 実験系
1 ． ニ ワ トリ胚 脳細胞 の 調整
図 1 に示 す よう に 10－10M の H A あ るい は 生理的
食塩水 く生食う を胎生 3， 5， 7， 9 日 のニ ワ トリ胚
卵黄嚢中に 注入 し， 37
0
C の膵卵寒中に 貯置 して各々 胎
生10， 12， 14 日に脳 を採取 し， それ ぞれ に つ い て亡3机
thymidin e uptake と inc orporation を検 討 し た． ま
た ， 10
－ 1 0M の H Aある い は生食 を胎生 7 日の ニ ワト
リ胚卵貴嚢中 に 注入 し， 37
0
C の 膵 卵器中 で 膵置して
各 々 胎生 12 日に 採取 した 脳 に つ い て 亡
3HjG A BA 結
合能 と GA B A濃度 を検討 し た ． さ ら に 10
－ 1 0M の
lて岬 侶 I 11 くっItdlI－ 川 1い－1 －1
l，
－
H ttlyllliく1ille叩 I akくさ 紺 IHll 川 叩 Oralげm
相
川M head a ctiv alo r
illje cte tlin yolks a ck
l J l ユ
Ge st81io ロal age






celVt ubeinc ubat ed
at2， LI． 6， 8 a nd10 hrs
r－－ ＋ －1ユ
TCA soluble T C AprecipiLable
くu plakeI くincorporalio両
2． 3H．G A B Abindi喝 a nd G A B Ac ont e nt
10
一 拍 M head a ctiv at or
l nJe Cted h yolksa 亡k
3 5 丁 9 10 12 14 days
l
Braini50lal ed
Syn apto so m e aquired G AB Ac onte nl
by Do od
．
s pr oc edu re
l
ユ




Ge statio n al age
3． cA M Pa nd cG Mp co nt e nt
10
， l中M bead a etiv ato r
inje cted in yolks ack
Ge station alage




Fig．1． Experim e ntalproto col．
He ad a ctiv ato rの ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼ す成長促進効果
H A ある い は生 食 を胎生7 日の ニ ワ トリ胚卵黄嚢中に
注入し， 37
0
C の 膵卵器 中で 酵置 して各 々 胎生 10， 1 2，
14 日 に 採取 し た脳 に つ い て cA M P の変化 を検討 し
た． また胎生 7 日の ニ ワ トリ胚 卵貴重中に H A あ るい
は生食 を注入 し， 胎 生12 日に 採取 し た脳 で は cG MP
も検討し た．
2 ． 亡3Hjthymidine uptake とin c o rpo r atio nの 測
定
無菌的に 採取した 脳 を ピペ ッ テ ィ ン グに よ り脳細胞
を細分し， 無血清 M E M培地に 1 ml中2 XlO
6 細胞と
な る よ う に 浮 遊 さ せ て 0■5 mlず つ polyprop ylen e
Falc o n tube く12X 75m mH 下alc o n Pla stic s， Lo s
Angels，C Aい こ分注 した． 37
0
C， 95％ air－5 ％C O2 下
で培養を行い ， 2， 4， 6， 8， 10時間後 に 各々亡
3損
thymidin eを培地 1 miに つ き 1．OJJCi添加 し て 1 時
間培養し た． そ の 後各々 に つ き 3 mlの 無血清 M E M
培地を加え， 4
0
C， 1000g で 5 分間冷却遠心 して上 清
を除去した後， さ ら に 同様の 操作 を 2 回 く り返 した ．
得ら れ た細胞 塊 に 10％ト リ ク ロ ル 酢酸 くT C Aう 0．5
ml と1 ．2％牛 血清 ア ル ブ ミ ン くSigm a C he mic al
Co mpany， St．Lo uis， M O1 0．1 ml を加 え， 4
O
C で 一
晩静置後遠心 して上 清 を酸可溶性分画 くuptakelと し
た
．
ま た， 沈漆は 5 ％ T C A 3ml で 2 回洗浄後， 1 N
NaOH O．5 mlに溶解して酸不溶性分画くin c o rpo r atio n
l とした． 両分 画に 各々10mlの Aqu e o u s c o u nting
scintillant くA C S II， Am e r sha mlSe ale Co rp．
Arlingto nheights， Iu を加え， 1iquids cintillatio n
spe ctr ophoto m ete rくBe ckm an In stru m e nts， Palo
Alto， C Al に て放射活性を測定し た． Uptake お よ び
in c o rpor atio nは cpm110
6
c ellで 表現 した ．
3 ． 亡3HコG A B A結合能の 測定
採取し た脳 を大脳 ＋ 間脳 と小脳十 脳幹 に 2 分 し，
各々 に つ き シ ョ 糖密度勾配を応用 し た Dod d らの 迅速
法則 に よ り シ ナ プ ト ソ ー ム 分 画 を得 た． こ の シ ナ プ ト
ソ ー ム 分画 を蛋 白量 10 mgノml とな る よ うに 調整 し，
そ の 0．1 ml に 50m M ト リ ス ． ク エ ン 酸 綬 衡 液
くpH 7． い 0．7 ml を加 え， 終末濃度 が 25nM に な るよ
う に調整し た y－ く2，3－3Hla min obutyric a cidく亡3Hj
G A B A， 比 活 性 34 ．7 Cilm m ol， Ne w England
Nu cle a r， Bo sto n， M A 10．1 ml， 脱 イ オ ン 水0． 1 ml を
加え計1 ml と して ， 45 分間氷水中で 反 応させ た． 反 応
後速 や か に 2．4c m W hatm a n G FIC ガ ラ ス フ ィ ル
タ ー げ アサ イ ズ1 ．2扉 で 吸引濾過 し， フ ィ ル タ ー を
脱イ オ ン 水5 ml で 3回洗 浄後， シ ン チ レ 一 夕 ー くトル
エ ンIL
， P O P O P 50m g， D P O 4g1 5 mlを加 え
Beckm a nliquid scintillation spe ctr ophoto m ete rに
て放射活性を測定 し， こ れ を総括含量 と した ． 上 記脱
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イ オ ン水 の 代わ り に 4． ア ミ ノ ーn一 酪酸 くG A B A， 和光純
薬H 最終濃度1m Mン0．1 mlを加 えた も の を非特異的
結合と し， 総括含量よ り こ れ を差引 い た値 を特異的結
合 と した．
4 ． G A B A濃度の 測定
採取 し た 脳の う ち大脳 十 間脳 に つ い て 水冷 75％エ
タ ノ ー ル で 抽 出後凍結乾燥 に よ り得た分画に 含 まれ る
G A B A濃度 を， Gr aha m らの 酵素的微量測定法91で測
定し た．
5 ． 脳細胞内 cAMP およ び cG MP濃度の 測定
採取 した 脳 を大脳 ＋ 間脳 お よ び小脳＋ 脳幹 に 2分
し， 0．1 N塩 酸に て煮沸抽出後， 各々 に つ い て ヤ マ サ
cA M Pお よ び cG M P キッ ト を 用 い て細胞内 cA MP，
cG M P濃度 を測定 した．
6 ． 神経細胞 お よび グ リ ア細胞分画に よ る差違の検
討
10
－ 10M B Aあ るい は生食 を胎生 7日 ニ ワ トリ胚卵
貴嚢中に 注入 し，胎生 12 日に 無菌的に 採取 した脳 に つ
い て ， 無血滑 M E M培地中で ピ ペ ッテ ィ ン グに て脳細
胞 を分離 し， 37
0
C， 95％ air－5％ C O， 下 で 2時間培養
後， 亡3Hjthymi din eを 2JLCi投与 して 1 時間培養 し
た． その 後， Nagata ら の フ ィ コ ー ル を用 い た bulk
s epa r atio n
l Olに よ り神経細胞 と グ リ ア細胞を分離 し，
各々 に つ い て亡3Hjthymidin eの 放射活性 を Be ckm a n
liquidscintillatio n spectr ophotom eter に て測定し，
Cpmltube で 表わ し た．
工土工． 統計 学的検討
有意差検定 に は student
，
s t－te St を用 い た ．
成
I ． im Yitr oの 実験系
1 ． 亡3Hjthymi din eの 取 り込 み に 対す る H Aあ る
い は A H Aの 濃度 の 影響
図2 に 培養8時間 で の 亡3Hjthymidine の 取 り込 み
に 対 す る 10．12 1 10－9M の H Aあ る い は 10－1 2 へ 10．8
M の A H Aの 影響 を示 した． 仁3Hjthymidin eの 取 り込
み は 10－1 0M の HA 添加で 対照 の 2．57 士0．07 XlO3 に
比 し， 4 ．14士0．23XlO
3
cpmノmg．pr otein と 最 大 に 達
し， 10－9 M で も対照に 比 し有意 に 高か っ た ． こ れに 対
し A H A添加 で は 10－9 か ら 10－8M で 対 照 の 2．98士
0．18x lO3 に 比 し， 2．05士0．21XlO
3
cpmlm g．protein
と最低を 示 し た． 従 っ て以下 の 実験は 10－1 0M の H A
と 10－9 M の A HA の 添加 に よ っ て 行う こ と と し た．
2 ． 10－1 0M H A あるい は 10－9 M A H A添加に よ る
亡3Hjthymidin e， 仁3Hコu ridin eおよ び 亡
3Hjle u cin eの
取り込 み の 経時的変化
亡3Hjthymidin eの 取り込 み に 対す る 10Jl OM H A
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お よ ぴ 10
－ 9 M A H A の影響 を図 3 に 示 し た． 亡3Hコ
thymidine の 取 り込 み は H A添加 に よ り 培養 4時間
よ り増加 し， 8時間で 対照 の 200％以上 に 増加 し て最
大 と な っ た ． こ の刺激効果 は そ の 後徐々 に 減 少 し て
い っ たが ， 10へ 一12時間まで 有意に 増加 して い た ． これ
に 対 して A H A添加 で は培養6時間よ り 亡3Hコthymi－
din eの取り込み が低下 しは じ め， 以後 8時間低下 した
ま まで あ っ た ， さ ら に ． 10
－ 1 0M H Aの 刺激効果 は 10． 9
M A H Aの 添加に よ っ て完全 に 阻害 され た．
C3Hコu ridin eの取 り込 み を図 4に 示 した ． H A添加
に より亡3Hコu ridin eの取 り込 み は培養 6時間よ り増加
しは じめ， そ の後 4時間は対照の 150％以上 を維持 し，
培養 10時間よ り徐々 に 低下 した． 一 方 ， A H A添加で
は培養 6時間よ り低下 しは じめ ， 以後 10時間は対照に
比 し有意に 低値 を示 した．
図 5 に は 亡3Hjle u cin eの取り 込 み に 対 す る 10－1 0M
H A お よ び 10
－
9 M A H A の効 果 を 示 し た． 亡3Hj
le u cin eの取 り込 み に 対す る H Aの 刺激効果 は他の ヌ
ク レ オ シ ドほ ど顕著 で な く， 培養 10ノ ー 12時間で対照の
115へ ノ120％の増加 を示 す程度であり， 逆 に A E A添加




Fig．2． Respo nse of亡3Hコthymidin e く3H－ Tl to
gr aded do s es of H Aく■ 一 書l o r A H Aく0 － OI．
A fte r5 days of cultu re， brain cells w e retr e ated
With v a rio u s c o n c e ntr atio n s of H Aor A H A， a S
indic ated． C3Hjthymidin e w a s ad ded at a fin al
C O n Ce ntration of O．25JJCilm1 8hafte r H A o r
A H Aaddition ， a nd the r ate of 亡3Hjthymidin e
uptake w as m e a s u red． Ea ch point r epre se nts
m e a n士S Dof 6c ultu re s． 米 pく0．05， 十 pく0．001
V S CO ntrOl．
3 ． 10．1 0M H Aお よ び10－9 M A H Aの 細胞内
CA M P， CG M P濃度 に 及ぼ す影響
10
－ 10M HA 添加 に よ る cA M Pの 経時的変化を図
6－ A に 示 した
．
H A添加 に より cA M Pは 培養 4時間よ
り上 昇 しは じめ， 6時間 に は 対照 の 170％以上 と 最大
に 達 し 8時間で も有意に 高値 を呈 し てい た． 図6．B に
は H Aあ る い は A H A添加 に よ る 培養 6時間で の
CA M Pお よ び cG M Pの 変化を 示 し た． cA M P はH A
添カロで対照 の 120％に 上 昇 した が， A HA 添加で は逆
に 対照 の 85％に 減少 し た ． こ れ に 対 し て cG M P は
H A添加 で対照 の 65％ に 減少 し， AH A 添加で対照の
130％ に ま で上 昇 した．
工工 ． im YiY Oの 実験系
1 ． 10
， 1 0M H A の亡3Hjthymidin e uptake および
in c o rpo r atio n に及 ぼす 影 響
10
－ 1 0M H Aの 卵貴重内投与時期と ニ ワ トリ胚脳採
xlOもpm 仙 g■PrOte了n
6 8 10 1 2 14 16
prein cubatio n t7m e
2 4
hou rs
Fig． 3． Tim e c o u r se of 亡3Hjthymi din e uptakein
C ultu red chick e mbryo n al br ain c ellsin c ubated
With he ad a ctiv ato rくIi AI or analogu e of H A
くA H Aン． A fter 5 days of cultu re， C ells w ere
in c ubated with lO％ FCSくc o ntrol， 争 －さ1， 1 0％
F C S十 H AlO
－ 1 0M くO NOl， 10％ F C S＋ A H AlOJ9
Mくム ー Al， O rlO％ F C S＋ H A lO
－ 1 0M ＋A H AlO，9
Mくn － ロ1fo r v a rio u speriods oftim e， a ndthe r ate
of 亡3Hjthymidin e uptake atafin alc o n c entr atio n
Of O．5JLCilml wa s m ea su r ed at the e nd of in c uba－
tio n， a S de s cribed in Mate rials a nd Methods．
Ea ch point r epre s ents m e a n士S Dof 6c ultures一
業 pく0．05， 米 X Pく0．02， 十 pく0．001v s c o ntrol．
He ad a ctiv ato rの ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼす 成長促進効果
取 時期 に よ る 亡
3Hjthymidin e uptake お よ び
in co rpOr atio nの 変化 を図7， 8に 示 した ■ 図 7に は
灯
1 0M H A を胎生 3， 5， 7， 9 日ニ ワ トリ胚卵黄
嚢中に注入 し， 胎生 12 日に 採 取 し た脳 に つ い て の
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Prein c ubatio n Hm e ho u r5
Fig．4． Tim e c o u rse of 亡
3Hju ridin e uptake in
c ultur ed chick e mbryon al br ain c ellsin c ubated
with H Ao rA H A． A fte r5 days of cultu r e， C ells
w erein cubated with lO％ F CSくc o ntrol，■ M さ1，
10％ F CS＋ H A lO，1 0M く0 － 01， Or lO％ FC S＋
A H A lO－9 M くA － ム1， andther ate of亡311ju ridin e
uptake at afin alc o n ce ntr atio n of O．5JLCilmlw a s
m e a sured． Ea ch pointrepr es e nts m e a n士S Dof 6
c ultu r es． 米 pく0．05， 米 米 pく0．02， 兼 米 菓 pく0．01，
十 pく0．001v s c o ntrol．
点0毎n ノ叩 ． 帥 t モIn
pr eIn c ubatJo n l暮m e rm rS
Fig．5． T im e c o u rs e of 亡3Hjle u cin e uptake in
Cultu red chick e mbryo n al br ain c ells in c ubated
with H Ao rA H A． A fter5 days ofc ultu re， C ells
W ereinc ubated with lO％ F C Sくc o ntrol，中 一 ■1，
10％F C S＋ H A lO，1 0Mく0 － OJ，10％ FCS ＋A H A
lO－9 M くA － ムl， a nd the r ate of 亡3Hjle u cin e
uptake at afin alc o n c entr atio n of O．5JLCilmi w a s
m e a su r ed． Fa ch point repr es e nts m e a n士S Dof 6
Cultu re s． 米 pく0．05， 兼 兼 pく0．02， 兼 米 米 pく0．01，
＋ pく0．001vs c o ntr ol．
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C3Hjthymidin e uptake とin corpo r atio nを 示 して あ
り， 図 8に 10
－ 1 0M H Aを胎生 7日 ニ ワ ト胚 卵黄嚢中
に 注入 し， 胎生 10， 12， 14 日に 採取し た 脳 に お け る






4 6 8 ho u r s
pr ein c ubatio n tim e
Fig． 6Aa nd B
AI Sequ e ntialchages in cA M Pc o nte nts of
c ultu r ed chick e mbryo n al br ain c ellsindu c ed by
H A． A fter5 days of cultu r e， C e11s w e r ein c ubat．
ed with lO％ F CSくC OntrOl， ■ － ■IorlO％ FCS＋
H AlO－1 0M く0 － OJfor 4， 6 and 8h．
BICyclic A M PくD 可 a nd cyclic G M PいH り in
Cultu r ed chick e mbryo br ain cells afte r the
stim ulatio n of H Ao r A H A． After 5 days of
cultu re， C ells w er ein c ubated with lO％ F CS，10％
F CS＋ H AlO－1 0M ， O rlO％ F C S＋ A H A lOL9 M fo r
6h． Ea ch point r epre sents m ea n士 SD of 6
Cultu re s， 米 pく0．05， 米 菓 pく0．01， ＋ pく0．001v s
c o ntr ol．
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ML H Aを胎生 5日卵黄嚢中 に 注入 し胎生 12 日 に 採取
した脳で ， 亡3Hjthymi d ine in c o rpo r atio nは培衰 2，
4， 6時間で 1．81へ 1．94xlO3 cpm1106c ellと 同日 令
対照の 1．48へ 1．65XlO3 cpmJ
，106 cellに 比 し 有意 に 高
値 亡pく0．05句 pく0．001う を呈 し， こ の 傾向 は 10－1 0M
H A を胎生7 日卵黄嚢中に 注 入 し胎 生 12 日 に 採取 し
た 脳 で よ り 著明 で， 培養 2， 4 ， 6， 8， 10時 間で
1．95へ 3．09Xl O3 cpm11 06 c ell と同 日 令 対 照 の
1 ．48旬 1．65XlO3 cpm1106 c ellに 比 し 有意 に 高値 くp
く0．01旬 pく0．00い で あ っ た ． こ の 傾向 は 10．1 0M 王1 A
を胎生 7 日卵黄喪中に 注 入 し胎生 14 日に 採取 し た脳
に つ い ても認 め られた が， C3Hコthymi din ein c o rpo r a－
tio nは低下傾向に あり， 10－1 0M H A を胎生9 日卵黄















thymid ine inc o rpo r ation の 増加傾向 は認 め な か っ
た ．
2 ． 10－1 0M H Aの 亡3HjG A B A結合能 に 及 ぼす影
響
図9－ A に 胎生 7 日卵黄嚢中 に 10T1 0M HA あるい
は 生食 を注 入 し， 胎生 12 日に 採取 した脳 の シ ナ プ ト
ソ ー ム 分画 に お ける 亡3HjG A B A結合能 を示 し た
． 大
脳 十 間脳 の シ ナ プト ソ ー ム 分画 で は 10－1 0M 王1 A投与
群 で 21 ．1士2．9 fm olノ m g．protein と対 照 群の 10．2士
3．4fm ollm g．pr otein に 比 し有意に 高値 くpく0．Olj を
呈 し， 小脳 ＋ 脳幹の シ ナ プ トソ ー ム 分画で も同様の結
果が得られ た．
3 ． H Aの G A B A濃度 に 及 ぼす影響
図9－B に 胎生 7 日卵黄嚢中に 10J1 0M H Aある い は
Pr elncubauo n tim e
Fig．7． Tim e c o u rs e of 亡
3Hjthymidin e uptake o rin c o rpo r atio nin chick e mbryo n al
br ain c ells pr etre ated with H Aく0 － 0lo r n o r m als alin eく中 一 争1． A fterlO，1 0M HA
O r n O r m alsalin e w a sinje cted in yolks a ck of 3，5，7 0 r9 day oldchick e mbryo， and
the r ate of 仁3Hコthymidin e uptake o rinc o rporation at a final c o n centr atio n of l．O
JLCilml w a s m e a s ured at the end of in cubatio n， a Sde s cribed in M ate rials a nd
M ethods． Ea ch point repre se nts m e a n士S Dof 6m aterials． 米 pく0．05， 兼 米 pく0．
01， 十 pく0．001v s co ntr ol．
He ad a ctiv ato rの ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼ す成長促進効果
生食を注入し， 胎生 12日 に 採取 した脳 の 大 脳 十 間脳 に
お ける G A B A濃度 を示 し た． 10，10 M H A投与群 で
15．1 士2 ．5JJgノg．tiss u eと 対 照 群 の 10，4 士3．4JLgノg．
tissu eに くら べ て 有意差 は認め な い も の の 高 い 値 向を
示した．
4 ． H Aの CyClic nu cle otidesに 及 ぼす影響
図10－A に 胎生 7 日卵黄嚢中に 10，1 0M H Aあ る い
は生食 を注入 し， 胎生 12 日に 採取 した 脳の 大脳 十 間脳
およ び小脳 ＋脳幹に お け る cAM P， CG M Pの 変化を，
図 抑 B に 胎生 7 日卵黄 嚢中 に 10－1 0 M H A あ るい は
生食を注入 し胎生 10， 12， 1 4日 に 採取 した脳 に つ い て
cA M Pの 変化を図示 し た． 胎生 12 日に 採 取し た脳 の
大脳 ＋間脳 に つ い て cA MP は H A投与群4．36士0 ．17
pm olノmg．pr otein ， 生食投与群 1．92士0－ 11pm olノm g．
protein と H A投与群が有意に 高値 くpく0－0011 を呈
し， CG M P もH A投 与 群 14 ．3士 15．9 fm ollm g．































H A投与群が有意に 高値 くpく0．0い を呈 した． 小 脳＋
脳幹 に お い て も同様 の 結果が得ら れた． 次 に CA M Pの
経時的変化 で は， H A投与群 で 1．57士0．13一う 4．96士
0．13hL－L＋ 3■77士0．21pm ol m g．pr otein， 生 食投与群 で
1－51 士0 ．12 っ 3．92士0 ■34－－ 3 ．87士0．39pm olノm g．
protein と， 胎生 12日採取脳 に お い ての み H A投与群
で 有意に 高値 くpく0．01う を呈 した．
5 ． 神経細胞お よ び グ リ ア細胞 に お け る H A効果
の 差違
Bulkseparatio n
l Olに よ る神経細胞分画お よ び グリ
ア 細 胞 分 画 に お け る 仁3Hjthymidine uptake8E
inc o rporatio n を図11 に示 した． 神経細胞分画に お け
る 亡3Hコthymi dine uptake 8E in c orpo ratio nは H A
投与 群 2．07士0．18XlO3 cpmltube ， 生 食 投 与 群
1．30士0．25XlO3 cpmノtube と H A投与群に お い て 有
意に 高値 くpく0．02Iを示 し たが， グ リア細胞分画 に お
ける 亡3Hjthymid ine uptake8zin c o rpo ratio n は H A
Day 14




pr eIn cubatIo n tJm e
Fig． 8． Tim e c o u r se of し3Hjthymidine uptake orin c orpo r atio nin chick e mbryo n al
br ainc e11s pr etre ated with H AくO － OIくJr nOr mal saline り仁 一 叫 ． A fte rlOqlOM
H Ao r n o r m als al ine w a sinje cted in yolks a ck of 7 day oldchick embryo， br ains
W er eis olated fr o m lO， 120 r14 day oldchick e mbryo ， a nd the r ate of 亡3Hj
thymidin e uptake o rin c o rpo ratio n at a fin al c o n c e ntr atio n of l．OFLCil miw as
m ea sured． Ea ch point r epr es e nts m e a n士S Dof 6m ate rials． 米 pく0．05， 米 米 pく0．
02， 光 三黒 X pく0，Ol， 十 pく0．001 vs c ontrol．
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投 与 群 0．63士0 ．05X lO3 cpmJtube ， 生 食 投 与 群
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Ce rebral． m暮d b何In
Fig．9 Aa nd B
Al 亡3HコG A B A bind ng to syn aptos o m efr a ctio n
Of c e rebral plu s mi d br ain o r c er ebellu m plu s
brain ste m s e ctio n． A fte rlO
－ 1 0M HA or nor m al
Sal in e wasinje cted in yolksack of 7 day oldchick
embryo ， br ain s w er eisolated fr o m 12 day old
chick e mbryo s， a nd the r ate of仁3HjG A B A
binding to syn apto so m efra ctio n w a s m e as u r ed．
Ea ch point r epre se nts m e a n士S Dof 4m ate rials．
薫 pく0．01v s c o ntrol．
BI GAB A c ontent in cerebral plus mid br ain
SeCtio n． A fte rlO
－ 1 0M H Ao r n o r m als alin e w a s
inje cted in yolksa ck of 7 day oldchick e mbryo，
a ndthe c o nte nt of G A B Aw a s m e a su red． Ea ch
point r epr ese nts m e a n士S Dof 5m ate rials．
考 察
He ad a ctiv ato rは ヒ ド ラ に お い て 問質細胞 を神経
細胞 に 分化誘導りし， 晴乳動物で はin vitroで ラ ッ ト膵
臓 よ り ア ミ ラ ー ゼ分泌 を促進 粧す る作用 が 認め られ て
い るが ， 中枢神経系 に お け る作用 は依然不明のまま で
あ る． 我々 は本 研究に おい て H A が神経細胞 に お い て
成長促進効果を有 す る こ と を初 めて明 ら かに した
．
培養 ニ ワ トリ胚 脳細胞に お い て H Aは E3Hjthymi．
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GモS b tb ul 叩 を
Fig． 10 Aa nd B
AI Cyclic A M PH 二刀and cyclic G M Ptttmlin
ce r ebr alplu smi d br ain o r c er ebellu m plu sbr ain
ste m se ctio n of 12 day oldchick e mbryo brain
afte rlO－1 0M H Ao r n o r m als alin e w a sinjected in
yolks a ck of 7 day oldchick e mbryo ． Ea chpoint
r epre se nts m e a士S Dof6 m aterials． 米 pく0．01，
十 pく0．001 v s c o ntr ol．
BIDevelopm e ntalcha nge sin cA M Pc o ntentsin
c e rebr alplu s mid brain s e ctio n of lO，120 r14day
oldchick e mbryo brain afte rlO－1 0M HAく0 鮒Ol
o r n o r m al s alin eく■ 一 書1 w a sinje cted in yolk
s a ck of 7 day old chick embryo ． Ea ch point
repre s ents m e a n士S Dof 5m ate rials． 兼 pく0．01
vs c o ntr ol．
He ad a ctivato rの ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼ す成長促進効果 649
tr 朗血 w t
Ne r v e c ell
fra ction
削
tre atm e nt
G lia c e11
fra ctio n
Fig．11． 亡
3Hjthymidin e uptake a nd in c o rpo ratio n of
n e rv eC ell fr a ctio n or glia c ell fra ction prepa r ed
fr om 12 day oldchick embryobr ain afterlO
， 1 0M
H Ao r n o r m al salin einje ctio nto yolks a ck of 7
day oldchick e mbryo ． Ea ch point r epre se nts
m e a n士S Dof 3m ate rials． x pく0．02v s c o ntr ol．
促進し， A HA は抑制す る こ とが 明確 に 示 さ れ た が，
H Aの 刺激効果や A 王i Aの 抑制効果は濃度依存性 で あ
り， H A は10，1 0M ， そ して A H A は 10－9 M で効果発
現が最大で あ っ た ． さ ら に H A は 10－9 M で も刺激効
果を有して い た が， その 刺激効果 は 10
－ 1 0M と比 べ る
とか な り弱く ， こ れ は Schallerらの 報告111Lこ もあ る よ
うに 高濃度で は縮合傾向が強く な るた め に 刺激効果が
低下する もの と考 え られ る． 10－1 0M とい う H Aの 濃
度は ヒ ト血 奨中の 濃度や ラ ッ ト腸管内濃度 と 一 致 して
お り， ニ ワ トリ胚 脳 を用 い た in viv oの 我々 の 実験 に
お い ても ， 最も DN A合成の 盛 んな 胎生 5ノ ー 7 日の 卵
黄真申に 10－10M の H Aを注入 し胎 生 12 日 に 採取 し
た脳に お い て亡3Hjthymidin ein c orpo r atio nは著明 に
促進され て い た
． ま た， 培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞 に お い
て 10
－
1 0M H Aの 刺激効果は10－9 M A H Aを同時に
添加する と完全 に 阻害 され る こ と か ら， A 王i A は細胞
表面の H A結合部位 に 指抗的 に 作用 す る こ とが 考え
られる
．
さ ら に 別の 機序と し て H A と A王1 Aの ア ミ ノ
酸配列の 違い が 生 物学的活性 の 通 い に な っ て あ ら わ
れ， CA M P産生また は仁3Hjthymi din eの 取り込 みに 対
して全く 逆の 作用 を呈 した可能性 も考 えら れ る． 培養
ニ ワ トリ胚脳細胞 を用 い たin vitr oの 実験系で は単 一
の 脳細胞 を使用 した わ け で は な い の で ， H A あ るい は
A H A が どの 脳細胞 に特異的に 作用 した か は特定で き
な か っ た が ，in viv oの実験系で 促進効果が特定の発生
時期に 認め ら れ る 点， 神経細胞分画で有意差 が認め
ら れ た点よ り， H Aある い は A H A は 主と して神経細
胞 に 作用 す る と考え られ る．
In vitr oに お い て H Aあ る い は A H Aの 亡3Hj
thymidin eの取 り込 み に 対す る効果が出現す る の に 4
時 間の 潜時が認め られ るが ， こ の 時間は Gl 期 よ り S
期 に 移行 す る時間とも 考え られ る． 脳細胞 の 発育 に対
す る H Aの 作 用機構は明 らか で はな い が ， Schaller131
は ヒ ドラ に お い て肺胞増殖 の G2期 に H A は作用 して
その 期間 を短縮させ 細胞分裂 をひき お けす こ と を示 し
た
． 我々 の itl ViYO の 実験 に お い て も胎生5 日お よ び
7 日卵黄真申 に H Aを投与 す る と 亡3Hjth ymidine
in c o rpo r atio nは著明 に 増加 す るが ， 9 日卵東条中に
HA を投与 して も増加し ない こ と， そ して ニ ワ トリ胚
脳 に お い て は胎生4 日よ り神経芽細胞 の成熟脳 にお け
る正 常位置 へ の 移動が 開始 され て細胞増殖が お こり 9
日 に 終了す る と い う 報告川 を考 えあわせ る と， H A は
脳細胞 の細胞周期 に 何ら か の 影響 を与 え て細胞増殖 を
ひ き お こ す 可 能性が考 えられ る．
ラ ッ トで は胎生 15日 に 神経化学的 に G A B Aレ セ
プタ ー が 認 めら れ， G A B A濃度 は成熟 ラ ッ トの 19％，
G A B A結合能 も成熟 ラ ッ トの 5％程度 み られ る こ と
が 報告期 され て い る が， 我 々 の in viv oの 実験系に お
い て も ニ ワ ト リ胚脳 シ ナ プ ト ソ ー ム 分画の G A B A浪
度， G A B A結合能が 10．1 0M H A の卵黄集中投与 に よ
り増大 し， H A が G A B A系 ニ ュ ー ロ ン の 成熟過程 に
何ら か の 影響 を与 えて い る と考え られ た．
In vitr oの 実験系で H A添加群 に お い て cA M P は
亡3Hjthymidine の 取り込 み が増加す る 2時間前よ り
増加 し， ま たin viv oの 実験系で も 亡3Hjthymi din e
in corporatio nが 最大 と な る 胎生12 日に 採取 し た脳
に お い て cA M P は H A投与群で対照 に 比 し有意に 高
値を呈 した ． cA M P は細胞増殖に お い て阻害伝達物質
で あ る と い う 報告1 6ト2 21が 散見さ れ る が， M a cM a n u s
ら
2 3
や W illingha m ら2 4Iは cA M P は Gl 期 に お い て
D N A合成 の 開始 を制禦 する こ と を見出 した． 3 T 3細
胞 や 乳腺 上 皮細胞 に お け る 最近 の 知見25 ト 抑 で は
CA M P は D N A合成 を促進す る こ とが い わ れ て い る
．
こ の よう な事実 を考え あわ せ ると ， H A添加あ る い は
卵黄嚢中投与 に よ る 亡3Hjthymi din eの 取 り 込 み や
in c o rpo ratio nに 対 す る 刺激効果 は cA M Pの 上 昇 に
よ っ て惹起さ れ てい る可能性 が考 えられ る． こ れ に 対
して cG M P はin vitr oに お い て H A添加 に よ っ て減
少 し， A H A添加 に よ っ て 増加 する とも1う変動 を示 し，
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この cA M Pと cG M Pの 相反 す る変化 は D N A合成の
促進ある い は抑制 と相関す る よう に 思われ る． しか し，
in viv oで は H A投与群で cG M P はin vitr oの 場合と
逆に 増加 した． こ れ はin vitr oに お い て は急性期の 変
化を，in viv oに お い て は慢性期の 変化 を示 し て い ると
も 考え られ る が， 他方 Goridis ら
2 81が 報告 した よ う に
cG M P の増加 は神経系 の分化 や シ ナ プ ト ソ ー ム 形成
に 関係 して お り， 今 回 の 我々 の 研究 に お い て G A B A
ニ ュ
ー ロ ン の 成熟 とも 関連 して い る と 考え られ た． 以
上 よ り cG MP およ び cA M P が脳細胞の 増殖 や分化 を
誘導す る可能性が 示唆さ れ たが ， その 詳細 に つ い て は
今後 さ らに 検討が 必要 で あ る．
結 論
H A を培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞お よび ニ ワ トリ 胚脳 に
投与 し て脳細胞の 増殖お よ び 分化 に つ い て検討 し， 次
の結論 を得た ．
1 ． 培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 に 対 し て H A は 10
－ 1 0M
で 最も D N A， R N A お よび蛋白合成 を促進 して 増殖 を
促 し， また ニ ワ トリ胚脳細胞 に 対 して も H A は 10
－ 1 0
M で主 と して 神経細胞 の D N A合成 を促進 し増殖 を
促す． なお ， この効果 は胎生 5 へ 7 日の ニ ワ ト リ胚 に
お い て神経芽細胞が盛 んに 細胞増殖 をお こ して い る時
期 に 投与 した場合に 限 られ る． ま た ， こ の 増殖 に は
cA MP の 上 昇が関与 して い る可能性が 示 唆さ れ た．
2 ． H A はニ ワ ト リ 胚脳細胞 に作用 し て G A B A
ニ ュ ー ロ ン の 分化 を促 し， こ れ に cG M P の上昇が 関与
して い る可能性が示 唆さ れ た．
3 ． H A の合成 ア ナ ロ グで あ る A H A は 10
－ 9 M で
培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 の D N A， R N Aお よ び蛋白奄成
を抑制 し， こ の効果は 10
． 1 0M H A の成長促進効果と
托抗す る．
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To in v es tigate the regulat ory r ole of he ad activ ato rくH Al on br ain c ellgro wth， I m ea su r ed
Serial uptakes ofC3Hjthymidin e， 亡3Hjuridine and亡3Hjleu cin e， Changes in cyclic nucleotides
COntent
， y
－ aminobutyric acidくG A B AIco ntentand 亡3HコGA B A bindingin chick embryo nalbrain
Cells． In cultured chitk e mbryon al brain c e11s， H A stim ulated all of these uptakes at a
COn Centratio n oflO－ 10 M ， While lO
－ 9 M くArgl， P he5J－he ad a ctiv ato rくA H Al， Which is asynthetic
a nalogu eof H A， Sup preS S ed the m ． T he stim ulato ry e脆 ct of H Ao n仁3Hjthymidine upt ake was
Observ ed after 4 hof the tr e atment， re aChed a m axim u m of 20 0 ％ofthe initial v alu e at 8 hand
declinedto the pretr eat me ntlev el at14 h． In co ntra st， depression ofC3Hjthymidine uptake by
A H Aw as n oted at6 hand contin u ed for 8 h． Prior t o theinitiation of H Astim ulation ， CyClic
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Signi ncantly stim ulated the r ate of亡3Hjthymidin ein corporation in 1 2 day oldchick e mbryonal
brain cells after 10－ 1OM H A inJeCtion t oyolksa ck of 7 day ol dchick em bryo， re a Ching1 50 ％of
thelev el ofsalin e tr ea ted c o ntroIs． Cyclic A M Pw a sin c re a s ed in H A－Pretreat ed chick embryo
brain， fbllo wed by an incre asein the rate of亡3Hjthymidin e inc orpor ation ． H A also incre as ed
亡3HコG A B Abindingto the syn apto som e fra ctio n， re a Ching over 20 ％ofthelevelofs alin etreated
C O ntr OIs， and the c o ntent of GA B Aw as el vated． T heser esultsindicate tha lO
－ 1 0 M H A
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